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ABSTRACT
Purifi ed three isoform β-1,3-glucanases of 90 kDa β-1,3-glucanase-I, 75 kDa β-1,3-glucanase-II, and 64 kDa 
β-1,3-glucanase-III derived from Trichoderma reesei isolate T13 were tested in vitro for its antifungal activity to the 
root fungi of Ganoderma philippii. Antifungal activity was tested by bioassay using a modifi ed cup plate method 
and microscopic observation to determine the presence of abnormal mycelia growth of G. philippii. The result 
showed that antifungal activity of those three isoform β-1 ,3-glucanase (β-1,3-glucanase-I, β-1,3-glucanase-II, 
and β-1,3-glucanase-III) in vitro could not form growth inhibition against the mycelia of G. philippii. Microscopic 
observation revealed that the enzyme caused necrotic lesion, whereas the combination of β-1,3-glucanase and 
chitinase from T. harzianum (Sigma) caused lyzed hyphae of G. philippii.
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ABSTRAK
Hasil purifi kasi tiga isoform β-1,3-glukanase (β-1,3-glukanase-I 90 kDa, β-1,3-glukanase-II 75kDa, dan 
β-1,3-glukanase-III 64 kDa) dari Trichoderma reesei isolat T13 telah dilakukan uji aktivitas antifungal. Uji aktivitas 
antifungal secara in vitro terhadap fungi patogen tular tanah Ganoderma philippii dilakukan dengan metode 
cup plate dan pengamatan secara makroskopis untuk mengetahui adanya pertumbuhan miselia yang abnormal 
sebagai akibat aktivitas β-1,3-glukanase . Hasil uji aktivitas menunjukkan bahwa tiga isoform β-1,3-glukanase 
(β-1,3-glukanase-I, β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III) tidak menghambat pertumbuhan (tidak memben-
tuk zona penghambatan) terhadap hifa G. philippii pada uji in vitro, namun pengamatan secara mikroskopis 
menunjukkan adanya pembengkakan dan nekrosis pada hifa G. philippii. Kombinasi β-1,3-glukanase dan kitinase 
T. harzianum (Sigma) menunjukkan adanya lisis pada hifa G. philippii 
Kata kunci: β-1,3-glukanase, Aktivitas antifungal, Trichoderma reesei, Ganoderma philippii
PENDAHULUAN 
Ganoderma philippii merupakan penyebab 
penyakit akar merah yang tergolong ke dalam 
filum Basidiomycota, ordo Aphyllophorales 
dan famili Ganodermataceae.1 Sifat fungi G. 
philippii dapat mematikan tanaman. Penyebaran 
yang cepat serta gejala awal yang sulit diketahui, 
menyebabkan kesulitan melakukan pengendalian 
secara dini. Cara-cara pengendalian yang selama 
ini dilakukan belum memberikan hasil sesuai yang 
diharapkan.2 Salah satu alternatif yang mulai ba-
nyak dikembangkan adalah dengan pengendalian 
hayati menggunakan fungi Trichoderma.2,3
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Trichoderma spp. telah dikenal sebagai 
mikoparasit terhadap berbagai jenis jamur 
patogen tanaman tular tanah dan sangat potensial 
untuk dikembangkan sebagai agen pengendali 
hayati. Kemampuan Trichoderma dalam meng-
hasilkan enzim-enzim pendegradasi dinding sel 
(glukanolitik, kitinolitik, dan selulolitik) telah 
menjadi perhatian para peneliti sejak tiga dekade 
terakhir.4,5,6 
Produksi ekstraseluler β-1,3-glukanase, ki-
tinase dan proteinase meningkat secara signifi kan 
ketika spesies Trichoderma ditumbuhkan pada 
medium suplemen. Terbukti bahwa kitin dan 
β-1,3-glukan dan protein merupakan struktur 
utama komponen dinding sel jamur pada umum-
nya. Hal ini merupakan dasar yang menunjukkan 
bahwa enzim litik yang dihasilkan oleh beberapa 
spesies Trichoderma berperan penting dalam 
merusak atau mendegradasi patogen tanaman. 
Enzim glukanolitik ditemukan pada banyak 
spesies Trichoderma, di antaranya adalah T. 
harzianum, T. viridae, T. longibrachiatum, T. 
reesei, T. koningii, dan T. virens.7 
Penelitian oleh Lorito et al.8 melapor-
kan bahwa enzim glukanolitik dan kitinolitik 
mempunyai peranan kunci dalam mekanisme 
mikoparasitisme. Enzim glukanolitik yang telah 
dimurnikan menunjukkan aktivitas antifungal 
yang signifi kan terhadap perkembangan jamur 
patogen.
β-1,3-glukanase merupakan enzim yang 
dapat mendegradasi dinding sel jamur patogen9 
sehingga enzim ini dimasukkan sebagai salah satu 
jenis protein yang terkait dengan patogenisitas 
(Pathogenesis-related protein/ PR-Protein). 
Dalam kelas-kelas pathogenesis-related protein 
menurut Selitennikoff,10 β-1,3-glukanase termasuk 
dalam PR-2 protein yang merupakan kelas protein 
yang memiliki aktivitas (1,3) β-endoglukanase 
secara in vitro. 
Pada jamur, β-1,3-glukanase memiliki 
berbagai peran yang berbeda, antara lain pada 
proses morfogenesis dan morfolitik selama 
perkembangan dan diferensiasi, mobilisasi β-1,3-
glukan dalam kondisi kekurangan sumber karbon 
dan energi dengan mekanisme autolitik oleh 
enzim.11 Aktivitas antifungal β-1,3-glukanase 
pada Trichoderma terjadi dengan adanya kemam-
puan untuk menghidrolisa struktur β-1,3-glukan 
yang ada pada dinding sel fungi patogen terutama 
sekali pada bagian ujung hifa di mana glukan 
paling banyak terdapat sehingga dinding sel 
menjadi lemah, lisis, dan mati.7
Pada penelitian sebelumnya14 telah berhasil 
didapatkan T. reesei (isolat T13) yang mempunyai 
potensi antagonistik tertinggi terhadap delapan 
penyakit akar tanaman kehutanan dibandingkan 
isolat T. koningii (isolat T1) dan T. harzianum 
(isolat T27). Miselia T. reesei yang mampu tumbuh 
dan mengkolonisasi miselia fungi patogen pada 
uji kultur ganda, mengindikasikan adanya 
keterlibatan proses mikoparasitisme.12 Widyastuti 
dan Sumardi13 juga melaporkan bahwa T. reesei 
memiliki potensi antagonistik tertinggi terhadap 
miselium 11 patogen akar (Ganoderma spp.) 
yang diuji dengan persentase penghambatan 
pertumbuhan sebesar 96,64% dibandingkan 
dengan isolat T1 dengan persentase penghambatan 
pertumbuhan 92,67% dan T27 sebesar 82,79%. 
Pada penelitian sebelumnya14 diketahui 
bahwa T. reesei (T13) memproduksi 32 kDa enzim 
endokitinase pada saat menghambat pertumbuhan 
G. philippii, di samping mekanisme interaksi hifa 
yang secara sinergis membuat sel jamur inang 
mengalami lisis. Selanjutnya, Budiarti et al.15 ber-
hasil mempurifi kasi tiga isoform β-1,3-glukanase 
(β-1,3-glukanase-I 90 kDa, β-1,3-glukanase-II 
75kDa, dan β-1,3-glukanase-III 64 kDa) dari 
Trichoderma reesei (isolat T13).
Pada penelitian dilakukan uji aktivitas anti-
fungal secara in vitro dari β-1,3-glukanase murni 
terhadap fungi patogen tular tanah Ganoderma 
philippii dengan metode cup plate. Pengamatan 
secara mikroskopis juga dilakukan untuk menge-
tahui adanya pertumbuhan miselia yang abnormal 
sebagai akibat aktivitas β-1,3-glukanase.
METODE PENELITIAN
Mikroorganisme
T. reesei isolat T13, fungi antagonis terhadap Gano-
derma spp. dan fungi tular tanah lain digunakan 
untuk memproduksi enzim β-1,3-glukanase.3,12,16 
Aktivitas antifungal β-1,3-glukanase diaplikasi-
kan pada isolat G. philippii yang diisolasi dari 
tanaman Acacia mangium.16 Kedua jenis fungi ini 
merupakan koleksi Laboratorium Perlindungan 
dan Kesehatan Hutan, Fakultas Kehutanan, 
Universitas Gadjah Mada. 
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Produksi dan purifi kasi enzim
β-1,3-glukanase diproduksi dan dipurifikasi 
dengan menggunakan metode Lorito et al.8 yang 
telah dimodifikasi pada kondisi kultur. Hasil 
purifi kasi diperoleh tiga isoform β-1,3-glukanase 
yaitu β-1,3-glukanase-I 90 kDa, β-1,3-glukanase-
II 75kDa, dan β-1,3-glukanase-III 64 kDa.15
Uji Aktivitas Antifungal
Uji aktivitas antifungal β-1,3-gukanase murni 
dilakukan dengan metode cup plate.14 Medium 
PDA dengan konsentrasi agar 1,5% (w/v) se-
banyak 5 ml dituangkan pada cawan petri steril, 
diratakan dan ditunggu sampai membeku. Selan-
jutnya, empat buah silinder plastik/logam steril 
berdiameter 5 mm (sebagai cetakan) diletakkan 
pada ke empat jari-jari cawan petri dengan jarak 
sama satu dengan yang lain. Sepuluh ml PDA 
dituangkan di atas lapisan sebelumnya dan setelah 
membeku silinder plastik/logam diambil sehingga 
memperoleh lubang sumuran pada permukaan 
PDA dengan ukuran yang seragam. 
Potongan koloni G. philippii berdiameter 3 
mm ditumbuhkan di tengah-tengah cawan petri 
(diperoleh dengan memotong koloni G. philippii 
umur 7 hari yang sebelumnya telah ditumbuhkan 
pada PDA menggunakan bor gabus). Setelah 
biakan berumur 7 hari, tiap lubang diisi dengan 
larutan enzim hasil isolasi dengan volume total 
100 μl. Sebagai kontrol digunakan bufer tanpa 
larutan enzim (20 mM Tris-HCl, pH 8,2). Secara 
makroskopis diamati adanya zona terang yang 
menunjukkan zona penghambatan pertumbuhan 
miselium G. philippii yang terbentuk. Pengamatan 
mikroskopis dilakukan di bawah mikroskop untuk 
mengetahui adanya pertumbuhan miselia yang 
abnormal sebagai akibat aktivitas β-1,3-glukanase 
murni.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengamatan Makroskopis
Uji aktivitas antifungal β-1,3-glukanase-I, 
β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III T. 
reesei terhadap G. philippii secara makroskopis 
disajikan pada Gambar 1. Sampel enzim dengan 
volume 100 μl digunakan untuk uji antifungal 
(GLUC) dan kontrol negatif digunakan bufer 
Tris-HCl, pH 8,2 (K). Sebagai kontrol positif 
digunakan 100 μl kitinase (Sigma) dengan 
konsentrasi 1 mg/ml (CHIT), serta kombinasi 
50 μl kitinase (Sigma) dan 50 μl sampel enzim 
(CHIT + GLUC).
 Hasil uji aktivitas antifungal β-1,3-glukanase 
(β-1,3-glukanase-I, β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-
glukanase-III) terhadap pertumbuhan miselia fungi 
G. philippii tidak menunjukkan adanya zona peng-
hambatan di sekitar sumuran yang diaplikasikan 
larutan enzim β-1,3-glukanase-I, β-1,3-glukanase-
II, dan β-1,3-glukanase-III seperti pada kontrol. 
Pada kontrol positif CHIT dan CHIT + GLUC 
terlihat zona penghambatan, namun sangat tipis 
sekali (Gambar 1a, 1b, 1c)
Penelitian sebelumnya oleh De La Cruz et 
al.11 juga melaporkan hasil yang sama. Disebutkan 
bahwa meskipun secara in vitro endo-β-1,3-
             (a)     (b)          (c)
Gambar 1. Aktivitas penghambatan β-1,3-glukanase-I (GLUC-I), β-1,3-glukanase-II (GLUC-II), dan β-1,3-
glukanase-III (GLUC-III) terhadap perkembangan koloni G. philippii. Tampak dari depan berlawanan arah dengan 
jarum jam mulai dari atas (a) kontrol, CHIT+GLUC-I, GLUC-I (42,36 μg/ml), CHIT; (b) kontrol, CHIT+GLUC-II, 
GLUC-II (53,12 μg/ml), CHIT (c) kontrol, CHIT+GLUC-III, GLUC-III (48,82 μg/ml), CHIT
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glukanase dari T. harzianum mampu menghasilkan 
gula reduksi, namun tidak mampu membentuk 
zona penghambatan terhadap miselia fungi 
patogen. Namun, ketika dikombinasikan dengan 
enzim hidrolase lain dari T. harzianum, seperti 
β-1,6-glukanase dan kitinase, menghasilkan zona 
penghambatan dan bahkan mampu menghambat 
pertumbuhan fungi patogen.
Pada penelitian ini dapat dikatakan bahwa keti-
dakaktifan aktivitas antifungal β-1,3-glukanase-I, 
β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III terha-
dap G. philippii diduga disebabkan oleh tiga hal. 
Pertama, konsentrasi larutan β-1,3-glukanase-I, 
β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III yang 
diaplikasikan terlalu kecil untuk menghambat 
pertumbuhan koloni G. philippii. Penelitian 
yang dilakukan oleh Ji dan Kuc17 menunjukkan 
bahwa penghambatan pertumbuhan konidia 
Colletotrichum lagenarium oleh β-1,3-glukanase 
mulai tampak pada konsentrasi protein 250 μg/
ml. Kedua, kemungkinan pH medium untuk uji 
aktivitas antifungal secara in vitro (pH 7,4) tidak 
sesuai dengan pH optimal β-1,3-glukanase (pH 
5). Kemungkinan ketiga, diduga tidak ada kerja 
sama dengan enzim lain seperti kitinase sehingga 
aktivitas enzim β-1,3-glukanase terlalu kecil.
Pengamatan Mikroskopis
Meskipun secara makroskopis tidak terjadi 
penghambatan, namun secara mikroskopis 
aplikasi larutan enzim mampu memengaruhi 
perkembangan hifa G. philippii di mana ujung hifa 
mengalami pembengkakan dan nekrosis (Gambar 
2a dan 2b). Perlakuan tanpa aplikasi enzim 
(Gambar 2c) menunjukkan pertumbuhan ujung 
hifa yang normal. Pada kontrol positif dengan 
perlakuan CHIT dan CHIT + GLUC menunjukkan 
terjadinya lisis hifa. Fenomena ini diikuti dengan 
keluarnya protoplas dari sel (Gambar 3 dan 4). 
        (a)     (b)             (c)
Gambar 2. Pengaruh aplikasi β-1,3-glukanase-I, β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III 
(GLUC) terhadap hifa G. philippii. (a) Pembengkakan ujung hifa, (b) Ujung hifa yang 
mengalami nekrosis, (c) Hifa normal tanpa aplikasi enzim (kontrol) ( 4 μm)
Gambar 3. Pengaruh aplikasi CHIT [Kitinase dari T. harzianum (Sigma)] terhadap hifa G. 
philippii. Ujung hifa G. philippii yang mengalami lisis ditunjukkan oleh tanpa panah ( 4μm)
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Seperti halnya yang telah dilakukan oleh 
Lorito et al.8 bahwa kemampuan antifungal 
β-1,3-glukanase lebih tinggi apabila ada kerja 
sama secara sinergis antara kitinase dan β-1,3-
glukanase. Penelitian yang dilakukan oleh Lo et 
al.18 menunjukkan adanya dua tipe reaksi dalam 
proses mikoparasitisme. Tipe reaksi pertama, 
bagian hifa patogen menunjukkan kerusakan 
jaringan (nekrosis). Selanjutnya, tipe reaksi kedua 
menunjukkan reaksi lisis pada ujung hifa patogen. 
Ketidakaktifan β-1,3-glukanase yang 
dijelaskan berdasarkan hasil penelitian-penelitian 
sebelumnya dapat diduga disebabkan oleh tiga 
hal, yaitu 1) Sivan dan Chet19 mengemukakan 
bahwa adanya perbedaan kerentanan fungi 
patogen terhadap enzim T. harzianum berkaitan 
adanya lapisan protein pada dinding sel yang 
bersifat protektif. Benyagoub et al.20 menemukan 
adanya lapisan matriks ekstra yang kaya protein 
fi brial pada dinding sel Stachybotrys elegans 
yang memiliki aktivitas melindungi polimer 
glukan dari β-1,3-glukanase. 2) Ketidakaktifan 
aktivitas β-1,3-glukanase ditentukan oleh jumlah 
dan distribusi polisakarida pada dinding sel 
fungi. Seperti yang dipaparkan oleh Lorito et 
al.21 bahwa penghambatan perkecambahan spora 
oleh kitinase T. harzianum ditentukan oleh jumlah 
kitin yang ada dan distribusinya pada dinding 
sel fungi. 3) Mekanisme lain diduga melibatkan 
adanya protein penghambat (inaktifator). Lora et 
al.22 mengemukakan bahwa adanya penghambat 
kitinase pada dinding sel T. harzianum mencegah 
sel tersebut mengalami lisis.
KESIMPULAN
Tiga isoform β-1,3-glukanase (β-1,3-glukanase-I, 
β-1,3-glukanase-II, dan β-1,3-glukanase-III) tidak 
menghambat pertumbuhan (tidak membentuk 
zona penghambatan) terhadap hifa G. philippii 
pada uji in vitro. Adapun pengamatan secara mi-
kroskopis aplikasi β-1,3-glukanase menunjukkan 
adanya pembengkakan dan nekrosis pada hifa G. 
philippii. Kombinasi β-1,3-glukanase dan kitinase 
T. harzianum (Sigma) menunjukkan adanya lisis 
pada hifa G. philippii.
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